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Uvod

Kyseliny octova, mlééna, propionova a maselna jsou
produkty fermentacnich procest pii sildZovani pice a jejich
obsah i relativni zastoupeni jsou jednim z hlavnich kritérii
pro posouzeni kvality silaze. Tradiéni metodou'” bylo
hodnoceni pomoci tzv. Fliegovy stupnice, kdy je vzorek
silaze destilovan s vodni parou a kyselina octova a masel-
na jsou poté stanoveny v destilatu titraéné. Do vypoctu se
dale zahrnuje pH vodného vyluhu a obsah suSiny a vysle-
dek je vyjadien pomoci bodi odvozenych z nelinedrni
stupnice. Presnost této metody je zna¢né¢ omezena nizkou
selektivitou, a proto byly hledany G¢innéjsi separacni ana-
lytické postupy. Hodnoceni kvality sildzi se v CR provadi
podle CSN 467092 a CSN 467012 metodami odvozenymi
od metody popsané Fliegem'. V sou¢asné dob& mohou byt
karboxylové kyseliny v silazich sledovény nejriiznéjSimi
chromatografickymi metodami (plynové®, kapalinova*”’
a tenkovrstva® chromatografie) i elektromigra¢nimi techni-
kami”'’. Velkou vyhodou elektromigragnich metod oproti
chromatografickym je jednoducha pfiprava vzorku, coz je
zvlasté dulezité pro rutinni analyzy velkych soubord vzor-
k. Rovnéz doba analyzy je obvykle kratsi pfi stejné sepa-
racni u€innosti.

Cilem préce bylo stanovit kyselinu mlé¢nou, octovou,
propionovou a maselnou v silazich vojtésky (Medicago
sativa) pouZitim kapildrnich elektromigracnich metod;
nalézt vhodné separac¢ni podminky pro jejich rychlou ana-
lyzu pomoci kapilarni zénové elektroforézy (CZE) a tyto
vysledky srovnat s kapilarni isotachoforézou (CITP) stan-
dardné'' pouzivanou pro analyzu silazi.
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Elektromigrac¢ni metody

Pro elektroforetickou separaci (CITP a CZE) byl pou-
zit isotachoforeticky analyzator ZKI 02 (Labeco, Sloven-
skd republika) ovladany programem ITPWin 2.20
(KasComp, Slovenska republika). Separace byly provade-
ny v FEP (fluorovany kopolymer ethylenu a propylenu)
analytické kapilafe (160 mm x 0,3 mm I.D.) s pfimou vo-
divostni detekci. Vzorky byly do systému déavkovany po-
moci davkovaciho kohoutu s fixnim objemem 35 pl v ITP
modu pro separace pomoci CITP a v ptipadé CZE kohou-
tem s objemem 200 nl. Hodnota aplikovaného konstantni-
ho proudu v CZE modu byla 20 pA (~5 kV) a 75 pA, resp.
30 pA v modu CITP.

Pracovni elektrolyty byly pfipraveny z kyseliny 2-
-[N-morfolino]ethansulfonové (MES), kyseliny 6-amino-
kapronové (EACA), kyseliny kapronové, hydroxypropyl-
methylcellulosy (HPMC) (Sigma-Aldrich, Ceska republi-
ka) a L-histidinu (Reanal, Mad’arsko). Kyselina chlorovo-
dikova (Lachema Brno, Cesk4 republika) byla pregisténa
izotermickou destilaci. Zakladni roztoky standardi kyselin
byly pfipravené rozpusténim presn¢ odvaZzeného mnozstvi
octanu sodného, kyseliny propionové (VEB Laborchemie
Apolda, Némecko), mlécnanu litného (Fluka Chemie AG,
Svycarsko), maselnanu sodného a fosfore¢nanu sodného
(Sigma-Aldrich, Ceska republika) v destilované vodg.
Vzorky sildazi a jejich Gprava

Rezanka z vojtésky byla silazovana v laboratornim
méfitku v saccich a pro kazdou analyzu byl otevien jeden
sacek. Odebrano bylo vzdy 5 g materidlu, pfidano bylo
20 ml ethanolu a 0,5 ml chloroformu a vzorky byly sklado-
vany pii —18 °C. Pfi extrakci vodou byl takto upraveny
vzorek kompletné preveden do 500 ml kadinky a k nému
bylo pfiddno piesné 200 ml vody. Obsah v kadince byl
pouzitim ru¢niho mixéru (AEG, E EM 0031, Némecko)
homogenizovan po dobu 3 minut a nasledné zfiltrovan
pres filtracni papir (Filtrak 390, Niederschlag, Némecko).
Takto pfipravené filtraty byly 100, 50, 25 nebo 10krat
nafedény s ohledem na obsah kyselin ve vzorku. Pied
vlastni analyzou byly tyto roztoky filtrovany pfes membra-
novy filtr WN, 0,45 um (P-lab, Ceska republika).

Vysledky a diskuse
Kapilarni zé6novéad elektroforéza

Slozeni nosného elektrolytu bylo zvoleno s ohledem
na pouzitou vodivostni detekci tak, aby jeho specificka
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Obr. 1. Elektroforegram standardni smési 60 pmol.I™ (a),
vzorku silaZze se spravnym (b) a nespravnym (c) pribéhem
fermentacniho procesu. (b) vzorek 6 (tab. II) 100x zfedény, (c)

vzorek 4 (tab. II) 10x ziedény; 1 - kyselina octova, 2 - kyselina
mlécéna, 3 - fosfat, 4 - kyselina propionova, 5 - kyselina maselna

elektricka vodivost byla pokud mozno co nejmensi. Sepa-
race byla optimalizovana v nosnych elektrolytech s pH
v intervalu od 5,5 do 6,5 na standardni smési kyselin a fos-
fatu, ktery v tomto intervalu pH migruje v blizkosti kyseli-
ny mlécéné a propionové, hodnoty pH nosného elektrolytu
byly nastaveny zménou poméru mezi MES a L-histidinem.
V elektrolytu o slozeni 6 mM MES a 4 mM L-histidin
(pH 5,9) byly kyseliny mlééna a propionova od fosfatu
spolehlivé odd€leny, pokud byla koncentrace kazdé z nich
v intervalu 10-60 pmol.I™* (obr.1a).

Pétibodové kalibracni kfivky byly zméfeny pro
kyselinu octovou a kyselinu mléénou v intervalu 50-500
umol.l™" a pro kyselinu propionovou, méaselnou a fosfat
v rozmezi koncentraci 20-60 pumol.I”! s ohledem na to,
ze tyto kyseliny byly ve vzorcich v minoritnim zastoupe-
ni (tab. I). Limit detekce (LOD), stanoveny jako pomér
S/N =3, pro tyto kyseliny je 3 pmol.I"" a limit kvantifi-
kace (LOQ), pomér S/N =10 (S/N — Signal/Noise), je
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Tabulka I

Koeficienty kalibracnich rovnic jednotlivych analyti a
jejich korelacni koeficient ». CZE: ¢ = a.A + b [umol.I"'],
CITP: c=a.L+b [umol.I""]

Analyt a b r
CZE
Kyselina octova 0,349 0,276 0,998
Kyselina mléc¢na 0,364 1,065 0,998
Kyselina propionova 0,346 0,605 0,997
Kyselina maselna 0,328 3,821 0,999
Fosfat 0,293 3,015 0,998
CITP
Kyselina octova 3,5 18,9 0,998
Kyselina mlé¢na 53 1,1 0,998
Kyselina propionova 7,9 12,3 0,995
Kyselina maselna 5,0 11,9 0,999

A — plocha piku, L — délka zony

10 pmol.I"". Metoda tedy ma 10x niz&i detekéni limit nez
metoda ptimé UV detekce pii 185 nm, kterou pro stanoveni
karboxylovych kyselin v silazi pouzil Buchberger a spol."
Doba trvani analyzy za téchto podminek byla 7 minut.

Kapilarni isotachoforéza

Pro stanoveni karboxylovych kyselin je mozné pouzit
n€kolik riznych elektrolytovych systémi. Hodnota pH
vedouciho elektrolytu je obvykle v intervalu 3 az 5 a slo-
zeni koncového elektrolytu je voleno podle toho, jaké kar-
boxylové kyseliny je tfeba stanovit. Elektrolytovy systém
pouzity v této praci se skladal z vedouciho elektrolytu
(LE): 10 mM HCI + 22 mM EACA + 0,05 % (m/v) HPMC
(pH 4,5), a koncového elektrolytu (TE): 5 mM kyselina
kapronova. Tento systém je odlisny od systému pouzitého
Bockem a spol.” pro analyzu silazi, ale je na nasem praco-
visti standardné pouzivan napft. pro analyzu téchto kyselin
v syrech. Pétibodové kalibracni kiivky (tab.I) byly pro
kyselinu octovou, mlé¢nou, propionovou a maselnou zmé-
feny v intervalu koncentraci 40—120 umol.I"". Limit detek-
ce pro CITP stanoveni kazdé kyseliny je 2 pmol.1™" a limit
kvantifikace, stanoveny jako 1széna, je 5 pmoll™.
Z hlediska citlivosti je tato metoda srovnatelna s CZE sta-
novenim. Doba jedné analyzy ale byla 21 minut, coz je
oproti CZE hodnota zhruba ttikrat vyssi.
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Obr. 2. Isotachoforegram standardni smési 60 pmoll™ (a),
vzorku silaZze se spravnym (b) a nespravnym (c) pribéhem
fermentacniho procesu. (b) vzorek 6 (tab. II) 20x ziedény, (c)
vzorek 4 (tab. II) 20x ziedény; 1 - kyselina octova, 2 - kyselina
mlécna, 3 - fosfat, 4 - kyselina propionova, 5 - kyselina maselna

Potadi separace v CZE moddu je: kyselina octova,
mlécna, fosfat, kyselina propionova a maselna (obr. la).
Protoze je zamérem pouzit tuto metodu pro posuzovani
kvality silazi, je nezbytné, aby analyty byly dokonale sepa-
rovany i ve vzorcich s nestandardnim obsahem kyselin. Na
obrazku 1b je zaznam kvalitniho vzorku silaze (vz. 6,
tab. II), vzorek obsahuje pouze kyseliny mlécnou a octo-
vou. Silaz (vz. 4, tab. II), u které doslo k zvrhnuti spravné-
ho fermentacnimu procesu, obsahuje vysokou koncentraci
kyseliny propionové a maselné a jen velmi malo kyseliny
mlécné (obr. 1¢). V. modu CITP se potadi kyselin pfi sepa-
raci li§i a zona kyseliny octové migruje az za kyselinou
mlécnou. Rozdily mezi relativnimi vySkami zoén analyti
jsou dostatecné rozdilné (obr. 2a) a separaci nerusi zadna
ze slozek matrice vzorku. Pro srovnani jsou na obrazcich
2b a 2c uvedeny zdznamy stejnych vzorkl jako na obraz-
cich 1ba lc.
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Srovnani CZE a CITP

Pomoci vypracovanych metodik CZE a CITP byla
stanovena koncentrace kyselin v 10 vzorcich modelovych
silazi (tab. II). Pro porovnani obou metod byla kapilarni
isotachoforéza povaZovana za metodu referen¢ni. Porov-
nanim obsahti vSech kyselin (obr. 3) naméfenych obéma
metodami (30 hodnot, tab. II), byla ziskana rovnice regres-
ni pfimky ve tvaru: cczg = (1,22 + 0,05).ccrrp — (0,6 £ 0,5);
r=0,962. Z hodnot parametrii této regresni pfimky, smér-
nice a Gseku na ose y je patrné, ze CZE metoda poskytuje
systematicky vyssi hodnoty. Nejvétsi rozdily vykazuji

Tabulka IT
Vysledky stanoveni koncentrace (v mg.g™") kyseliny mlé¢-

né, octové a propionové v silazich metodami CZE a CITP

Vzorek Octova Mlééna Propionova  Maselna
CITP
1. 44402 6,21 +0,03 —=® 0,95 = 0,05
2. 48+0,8 6,29+0,02 1,22+£0,02 3,9+0,1
3. 2,5+0,2 7,53+£0,04 0,61+0,02 5,20+0,09
4. 11,42 +£0,6 1,03+0,05 447+0,03 8,1+0.22
5. 8,47+ 0,02 0,5+03 1,98+0,01 10,3+0,5
6. 16,20 + 0,02 153 £0,2 —a 2
7. 722+04 26,4+0,3 -2 -2
8. 14,5+0,3 19,4+0,2 -2 2
9. 12,01 +£0,05 17,10+ 0,04 -2 2
10. 5,5+0,2 12,89 £ 0,05 0,5+0,1 5,6+0,2
CZE

1. 5,5+0,2 8,9+ 0,2 -2 1,0+ 0,1
2. 5,6+0,2 7,9+0,1 1,3+0,3 45+0,1
3. 1,8+0,1 9,4+0,5 0,55+0,05 7,0+0,3
4. 12,5+0,1 0,39+ 0,02 49+0,3 7,9+0,2
5. 10,7+ 0,7 - 29+0,2 13,0£0,5
6. 17,21 +0,05 17,2+0,1 -2 -2
7. 8,05+0,01 355+0,2 -2 2
8. 15,6 £0,8 25+1 -2 -2
9. 10,2+ 0,1 17,70 + 0,05 - -2
10. 2,9+ 0,2 14,5£0,1  084+005 4,0+0,2

*Méné nez detekéni limit
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Obr. 3. Grafické srovnani koncentraci kyselin stanovenych
CITP a CZE; o —kyselina mlécna, o —kyselina octova, A—
kyselina propionova, x — kyselina maselna

Tabulka IIT

Koeficienty regresnich pfimek statistického srovnani kon-
centraci jednotlivych kyselin stanovenych CITP a CZE,
ccze =a.ccrrp + 0

Analyt Pocet  Koeficienty regresni piimky
boda a b r

Kyselina mlé¢na 9 1,4+0,1 -1,7+1,3 0,98

Kyselina octova 10 1,05+0,09 04+1,0 0,97

Kyselina propio- 5 1,1+0,2 0,2+0,3 0,98

nova

Kyselina maselna 6 1,2+03 -0,6+1,4 0,94

stanovené koncentrace kyseliny mlécné (tab. II), a tato se
také nejvice podili na hodnoté smérnice regresni primky,
kterd je vySsi nez oCekdvana hodnota 1. Ne vSechny kyse-
liny vSak vykazuji stejné rozdily koncentraci, proto byly
stejnym zpusobem vyhodnoceny jednotlivé kyseliny
(tab. III). Statistické vyhodnoceni prokazalo, ze koncentra-
ce kyseliny mlécné se odliSuji nejvice a také Zze metoda
CZE poskytuje systematicky vy$si ndlezy kyseliny mlécné.
Koncentrace zbylych tfi kyselin jsou vzajemné srovnatel-
né, nebot’ interval spolehlivosti koeficientli a a b jejich
regresnich piimek (tab. III) v sobé zahrnuje 1, resp. 0, a
proto se daji CZE a CITP povaZovat za metody, jenz po-
skytuji stejné vysledky stanoveni kyseliny octové, propio-
nové a mlécné.

Vyssi nalezy kyseliny mlééné z CZE stanoveni je
mozné vysvétlit tim, ze pti CZE stanoveni migruje spolec-
né s kyselinou mlécnou také jedna ze slozek matrice vzor-
ku, kterou neni mozné od kyseliny mlécné oddélit za pou-
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zitych podminek analyzy. Ostatni analyty jsou dobfe sepa-
rované a zadna ze slozek matrice vzorku jejich analyzu
nerusi.

Zavér

Vysledky prezentované v této praci ukazuji, ze CZE
je mozné pouzit jako alternativni techniku k CITP pro
stanoveni karboxylovych kyselin v silazich. Zalezi pouze
na tom, zda je tfeba analyzovat velké mnozstvi vzorki
v co nejkrat$im case, a v tomto piipadé pouzit CZE meto-
du s 3x krat§im ¢asem jedné analyzy a nebo klast diraz na
absolutni hodnotu koncentrace kyseliny mlécné a zvolit
v tomto pifipadé¢ presnéjsi stanoveni pomoci CITP. Metoda
CZE nalezne vyuziti zvlasté v pripadech, kdy se pribézné
sleduji zmény obsahu karboxylovych kyselin béhem fer-
mentacniho procesu, a tudiz neni kladen takovy duraz na
absolutni hodnoty obsahu kyselin.

Tato price je soucdsti FeSeni projektu GA CR ¢
523/00/0567.
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Analysis of acetic, lactic, propionic, and butyric acids
in silages using both capillary zone electrophoresis (CZE)
with conductivity detection and capillary isotachophoresis
(CITP) is described. A linear detector response was found
in the concentration range 50500 and 40—120 pmol.I" for
CZE and CITP, respectively. The limit of detection (3S/N)
as found by CZE and CITP was 3 and 2 pmol.I", respec-
tively, and the limit of quantification (10S/N) 10 and
5 umol.I'", respectively. Based on the analysis of 10 si-
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lage samples, the accuracy of both methods was com-
pared using the calculated regression equation:
ccze = (1.22 £ 0.05).ccrp— (0.6 = 0.5), »=0.962. CZE
afforded a higher concentration of lactic acid than CITP
(P < 0.05) while no significant difference was observed for
the determination of all other acids. The developed CZE
method separates all acids in less than 7 min and thus it
could become preferred for the routine examination of
changes in lactic acid concentration.

Nasim klientem je nadnarodni vyrobné-obchodni spolecnost se zaméfenim na potravinarsky
pramysl. V soucasné dob¢ pro ni hledame vhodného kandidata
na pozici

PROCESNI INZENYR

VASIM UKOLEM bude pomoc pii zavadéni novych technologii, optimalizace stavajicich
technologickych procest, jejich analyza a dokumentace. K Vasi pracovni néplni bude patfit
zvySovani kvality procest, analyza vyrobnich parametrd, optimalizace nakladi a Gcast na
zaskolovani lidi pfi zméné vyrobnich postupti. Misto vykonu prace bude v oblasti stiedni
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